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莅 麻 和 后 部 丝 腺 体 丙 氨 酸 -tRNA 和 甘 氨 本 
-tRNA 同 功 受 体 相 对 含量 的 变化 


(中国 科 学 院 上 海 生物 化 学 研究 扩 ) 





摘要 用 和 氨基酸 选择 性 地 保护 相应 的 CRNA 同 功 受 体 , 使 其 3 IE OR LE 
Cp 标记 、 双 向 环 丙 烯 酰胺 凝 胶 电 泳 分 离 的 方法 ， 分 析 了 草 麻 蚕 后 名 丝 腺 体 :RNAS1* 和 RNAI 同 功 
受 体 相对 含量 的 变化 。 从 5 龄 期 24 小 时 到 85 小 时 ,这 两 种 CRNA 同 功 受 体 的 数目 和 电 读 相 对 位 置 没有 明 
EAk, (RNAA 主要 分 为 四 个 同 功 受 体 ，tRNASD ER HOP, RNAS 同 功 受 体 的 相对 含量 有 变化 ， 
其 中 tRNAS'* 增加 10%，tRNAS E119, tRNAS!Y 同 功 受 体 的 相对 含量 天 明显 变化 。 
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转移 核糖 核酸 (tRNA) 对 基因 表达 的 调 市 控制 作用 有 时 通过 一 种 或 几 种 :RNA 间 功 

SZIK Cisoacceptor) 实现 的 。 较 早 提出 的 调节 假说 认为 , 某 些 tRNA 可 能 以 少量 或 者 变更 
4 形式 存在 ， 在 阅读 信使 核糖 核酸 (mRNA) 上 的 信息 时 ， 成 为 限 连 因子 。 预选 择 假 说 
(Osterman, 1979) 作 了 进一步 的 解释 。 这 假说 认为 ， 能 识别 相同 密码 子 的 几 个 同 功 受 体 
可 能 属于 不 同 的 构象 组 ,在 某 些 情况 下 ,一 个 同 功 受 体 的 构象 可 能 是 唯一 能 用 于 正在 进行 
翻译 的 mRNA 上 的 某 个 密码 子 , 从 而 成 为 调节 因素 。 Chavancy 和 Garel (1981) 认为 
(RNA 的 功能 适应 性 表现 在 mRNA 上 同 义 密码 子 的 频率 与 相应 的 tRNA 周 功 受 体 分 布 
的 天 系 之 中 , 扰乱 tRNA 群体 就 将 影响 同 功 受 体 的 分 布 , 使 其 与 相应 的 mRNA 上 密码 子 
频率 的 相关 性 失调 ,从 而 减 慢 蛋 折 质 的 合成 速度 ,并 发 生 错 误 的 翻译 。 

与 家 得 一 样 , 蔚 麻 和 看 后 部 腺 体 是 一 个 总 度 分 化 的 组 织 BARNA OSA HARES 
组 成 具有 了 朋 显 的 特征 ,其 中 丙 氨 酸 和 甘 氮 零 的 含量 占 76% 以 上 , 这 一 特点 对 研究 下 NA 
与 恒 日 质 生物 合成 的 关系 带 来 了 使 利 。 训 祥 荣 等 (1981) 赋 究 了 莉 麻 短 后 部 腺 体 核酸 与 丝 
心 贷 日 含量 的 变化 ， 在 合成 丝 心 蛋白 最 旺盛 期 ， 夫 氨 酸 - RNA (RNA “) EHAR- 
tRNA CRNAS”) 含量 的 增加 非常 明显 ,可 分 别 达 到 总 IRNA EHI 37.3% 和 33.5%, % 
了 研究 tRNA 同 功 受 体 结构 与 功能 的 关系 , 本 文 分 析 了 5 WINS IS] BR ae a eR A 
tRNA‘ 和 RNAS” 同 功 受 体 相 对 含量 的 变化 。 


材料 和 方法 


TRNA 连接 酶 和 多 核 并 酸 激 酶 分 别 为 中 国 科学 院 上 海 生 化 亡 和 生化 所 东风 厂 生 
Po ERA (GRR) 由 中 国 农业 科学 院 蛋 业 研 究 ie : 供 。 rp-ATP %9% E AE AES 
Pino d H-A ARM d 瑞 - 甘 振 酸 为 中 国 科 学 院 上 海原 子 核 所 产品 。 过 矶 酸 销 为 瑞士 
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1 期 KEES: BRAS PARA AMORNA 和 甘 毛 酸 -tRNA 同 功 受 体 相对 含量 的 变化 ”9 


Fluka 厂 产 品 。 甲 双 丙 烯 酰胺 为 Serva 产品 。 丙 烯 酰胺 \、 鼠 李 糖 、 丙 氨 酸 和 甘氨酸 均 为 国 
产 试剂 。 

1. EREZIE 将 5 龄 期 的 看 在 旷 皮 后 24 小 时 ,55 小 时 和 85 小 时 分 别 解剖 
《时 值 七 月 ,天 气 较 热 , 鼻 生 长 快 ,整个 5 龄 期 较 短 ), 取出 后 部 丝 腺 体 , 放 人 冰冷 的 1.15% 
FLEAS HK, 一 80°C 冰箱 中 保存 备用 。 

2. tRNA 的 制备 ”人 参照 Kawakami 和 Shimura (1973) 的 方法 ， 解 冻 后 的 后 部 丝 腺 
体 加 二 倍 体积 (V/W) 的 0.14M 氯 化 钠 一 0.01M FMA, DH 3 分 钟 ， 离 心 弃 沉 
W. LARMER 90% AM, 搅拌 30 分 钟 ,离心 取水 相 , 加 二 倍 体 积 95% 乙醇 沉淀 过 
夜 。 离 心 ,沉淀 物 用 少量 1M 氧化 钠 溶解 , 离心 除去 大 分 子 核酸 , 上 清 液 加 二 倍 体积 95% 
乙醇 沉淀, 离心 , 帝 演 物 用 少量 0.3M IAL 一 0.02M Tris-HCl (pH7.6) 溶解 ,然后 对 同 
一 溶液 透析 。 透 析 过 的 样品 上 DEAE-Sephadex A-25 柱 (CI 型 ,事先 用 0.35M 氧化 钠 一 
0.02M Tris-HCl pH7.6 平衡 该 平衡 )， 上 柱 后 用 平衡 流 选 北 至 流出 液 Aw < 0.05, BA 
0.8M 氧化 钠 一 0.03 M Tris-HCl pH7.6 洗 脱 。 合 并 Aw > 0.5 部 分 ,用 乙醇 沉淀 ,离心 ， 
于 燥 , 低 温 保存 (以 上 操作 在 冰 浴 或 冰 库 中 进行 )。 

3.72 CSR tRNA 合成 酶 的 制备 ”参照 Kawakami 和 Shimura (1973) 的 方法 , 解 
冻 后 的 后 部 丝 腺 体 加 二 倍 体积 (V/W) 缓冲 液 KK0.02M Tris-HCl pH7.5, 0.005M JAK 
$, 0.025M 氧化 钾 , 0.006 ML-RE), DR. BAM. 上 清流 再 离心 120 分 钟 
(100,000 x G)， 上 清 液 加 硫酸 铁 至 40% HME ,离心 弃 沉 淀 。 上 清 臣 加 硫酸 锐 至 80% 
饱和 度 , 离 心 ,沉淀 物 以 少量 缓冲 液 I CR I, 另 加 0.35M 氧化 钠 ) 溶 解 ,对 此 缓冲 液 
透析 ,上 DEAE-Sephadex A-50 柱 (预先 用 缓冲 液 I 平衡 ) ,收集 色 黄 部 分 ,对 45% 甘油 
的 缓冲 液 透 析 , 分 管 装 后 保存 于 一 20°C 冰箱 (以 上 操作 在 冰 浴 或 冰 库 中 进行 )o 

酶 活力 的 测定 100 WIR WIRES 20uM Tris-HCl pH7.5, luM 酮 酸 铁 ，1pM2- 
SEL, luM ATP, 12.5nM 3sH- 丙 氨 酸 或 H-HAR (5 微 居 里 )，0.5 一 1Az6 单位 
tRNA 和 10 ARAR tRNA 合成 酶 。 反应 液 在 37°C 保温 20581, RIKER 
华 3 号 斌 纸 ， 汗 纸 片 用 冰冷 10% 三 氯 醋酸 浸泡 15 分 钟 ， 再 用 冰冷 5% = AMBER 3 
次 ,然后 用 乙醇 : 乙醚 (1:1) 和 无 水 乙醚 分 别 洗 一 次 , 烘 干 后 用 液体 闪烁 计数 严 测 定 放 射 
性 强度 ,以 测定 酶 活力 。 

4. 选择 性 地 保护 tRNA 3’ 末端 羟基 BHR Traboni Ẹ (1980) HH, 略 有 变动 。 

(1) KABUL tRNA 60 毫克 ,加 3 毫升 0.1M Tris-HCl pH8.8, 37°C 保温 1 小时， 
冷却 后 对 水 充分 透析 , 冻 干 。 

(2) AWE BMI 500 微 升 中 含 100uM Tris-HCl pH7.5，5pM MRK, 5uM 
2-A EOR, 5M ATP, 3 毫克 tRNA, 75pM SAR REHAR, HRAUN 
#8), 150 微 升 氨 酰 tRNA ARER KRE 37°C 保温 30 分 钟 ,用 等 体积 水 饱和 苯酚 
(pH4.5) 抽 提 ,离心 后 吸出 水 相 , 再 用 水 相 1/2 体积 的 水 饱和 苯酚 抽 提 ,离心 后 吸出 水 相 ， 
用 乙醇 沉淀 ,沉淀 物 减 压 干燥 。 

(3) 过 碘 酸 氧化 ”上述 沉淀 物 加 100 微 升 0.1M AMEA (pH4.5 水 溶液 配 制 ), BB 
处 反应 30 分 钟 , 加 5 微 升 1 M 和 鼠 李 糖 中 止 反 应 ,乙醇 沉淀 ,离心 ,沉淀 物 干燥 。 

(4) 胶 氨 酰基 ”上述 沉淀 物 加 0.2 毫 升 0.5M 赖 氨 酸 (pH8.8)，37°C 保温 30 分钟, 乙 
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醇 沉 辛 ,离心 ,沉淀 物 干燥 。 

5. [5-2P] EË 3.5 双 磷 酸 (Cp) 参照 李 其 梁 等 (1979) 方 法 ，40 微 升 反 应 液 中 含 
50mM Tris-HCl pH7.6, 10mM RALE, 10mM 二 硫 苏 糖 醇 , 200 微 居 里 r-*p-ATP, 29nM 
胞 背 双 磷酸 ，20 个 单位 多 核 彰 酸 激酶 , 37"c 保温 40 分钟 , 滴 于 新 华 3 号 滤纸 ,电泳 (缓冲 
液 为 5% CB, 0.5% IERE, 0.1%EDTA, pH3.5), 3,500 伏 , 15 分 钟 , 自 显 影 定 位 ,用 水 
Gilt “pCp, Fo 

6. (RNA 3’ 末端 的 标记 参照 England 和 Uhlenbeck (1978) 方法 , 10 微 升 反 应 液 
rh 50mM Tris-HCl pH8.3，10% HRW, lmM Liisa Pe, 20mM 氯化镁 ， 
0.4—0.8Ar. 单位 tRNA, 5—10 EH ”pCp，1 个 单位 TRNA ERAS, KME 4°C 
反应 20 小 时 , 冻 干 。 

7. 双向 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 “上述 冻 干 样品 加 省 酚 蓝 .二 甲苯 蓝 饱 和 尿素 指示 剂 后 
上 10% 凝 胶 板 (20X 40 厘米 , 胶 厚 1.5 毫米 ), 电 泳 , 500 KR, 10 毫 安 , 约 24 小 时 ,缓冲 液 为 
0.089M Tris- 硼酸 pH8.3， 含 EDTA 二 钠 盐 2.5mM。 自 显影 定位 ， 割 带 埋 于 20% R 
中 ,进行 第 二 向 电泳 (10X20 厘米 , 胶 厚 1.5 SEK), 300 R, 10 BR, AY 48 一 55 小 时 ,电泳 
缓冲 液 同 第 一 向 。 自 显影 鉴定 , 割 胺 ,计数 。 

o RAKHA 

BRAS EAR HOWE METAR NE, 两 者 的 丝 腺 体形 态 有 很 大 差别 , 丝 
心 蛋白 的 氨基 酸 组 成 也 不 相同 , 曹 麻 和 在 丝 心 蛋 白 中 丙 氮 酸 含量 最 高 ,而 家 鼻 丝 心 蛋 日 中 甘 
氨 酸 最 高 ( 祁 国 荣 , 1978), 这 种 差别 也 表现 在 tRNA 同 功 受 体 水 平 上 。 

蕊 麻 乔 从 晓 皮 进入 5 龄 24 小 时 到 85 小 时 《相当 于 家 和 蛋 的 生长 期 到 丝 心 蛋 日 合成 
HH), tRNA» 和 tRNAS 没有 出 现 新 的 同 功 受 体 , 其 双向 凝 胶 电 泳 的 相对 位 置 也 没有 朋 
ERA, tRNA! 相对 含量 则 有 所 变化 。 

1. 混合 tRNA 双向 凝 胶 电泳 图 谱 

后 部 丝 腺 体温 合 tRNA 用 “pCP 标记 后 , 经 双向 凝 胶 电 泳 分 离 ， 可 分 辨 出 四 十 多 个 




















All RAGBRAI tRNA C5 fh 24 MP) BERR KAS 


a. 电泳 图 谱 ，b。a 的 图 解 表示 ， 
1 第 I 向 为 10% 的 胶 ， 开 第 开 向 为 2099 NRX. 为 二 ae 


1 期 张 伊 平等 : 草 呆 和 蛋 后 部 丝 腺 体 丙 氨 酸 -tRNA FRB -RNA 同 功 受 体 相对 含量 的 变化 L 


点 ( 见 图 1: a,b 照片 上 有 些 点 看 不 清 )。5 龄 24 小 时 和 55 小 时 的 图 谱 无 明显 差别 ,说 明 
tRNA 同 功 受 体 的 数目 无 明显 增加 或 减少 , 电泳 行为 也 基本 不 变 。 真 核 生 物 tRNA 的 种 
类 一 般 为 55 士 5 ARRERA tRNA 经 双向 凝 胶 电 泳 分 离 , 可 分 辨 出 53 个 点 (Garel 等 ， 
1977), 因此 , 本 图 谱 中 有 些 点 可 能 是 重 登 的。 另外 ,在 4.58 区 域 的 一 些 点 可 能 为 tRNA 
的 前 体 。 

2. tRNA“! 同 功 受 体 相对 含量 变化 

用 方法 4 制备 的 tRNA4A 以 ?pCp 标记 ， 双 向 凝 胶 电 泳 分 离 后 主要 可 分 为 四 个 点 
( 见 图 2), tRNA} 在 24 小 时 的 相对 含量 最 高 ,到 85 小 时 下 降 11% , tRNA 全 随时 间 的 
增长 含量 上 升 明 显 ,到 85 小 时 达 10% , tRNA! 和 RNAS" 变化 较 小 ( 见 表 1, 图 4)。 


表 1 MAR EReMs tRNA‘ 和 tRNAS” 同 功 受 体 相对 含量 (%) 







五 龄 24 小 时 五 龄 55 小 时 五 龄 85 小 时 


同 功 受 体 种 类 











D A _ 
tRNAAIla | 33 36 | 30 
tRNA! 4r 36 30 
tRNAA4Ia 19 21 29 
t(RNA4! 7 6 12 
tRNASGT 35 37 35 
tRNASY 33 33 33 
(RNAS! 32 | 30 32 





5 龄 55 小 时 的 tRNA^ 和 RNAS”, 85 小 时 的 tRNAS SHS RE BER A Ee, 
5 龄 24 小 时 的 tRNAA 和 tRNASY, 85 小 时 的 tRNAS 均 为 二 次 实验 结果 的 平均 值 。 


Sprague 和 Hagenbiichle (1977) 报道 家 看 后 部 丝 腺 体 的 tRNA 和 tRNA?* (用 同 
位 素 前 标记 法 ,分别 为 10% 凝 胶 电泳 后 第 一 和 第 一 条 带 ) 的 比值 , 在 4 龄 后 期 为 0.35,5 
龄 第 一 天 为 1.0, 到 第 三 天 时 上 升 至 2.0, 第 七 天 则 略 降 为 1.7。 在 中 部 腺 体 及 蛋 体 其 他 组 
织 中 ，tRNA4* 的 含量 很 少 或 者 几乎 没有 。 因 此 , 他 们 认为 tRNAf* 是 后 部 腺 体 特 有 的 
产物 ， 它 的 快速 积累 与 后 部 腺 体 丝 心 蛋 白 的 大 量 合成 有 关 。 艺 麻 人 前 后 部 腺 体 的 tRNA 
与 RNA” 之 间 这 种 比例 关系 并 不 存在 。 从 5 龄 24 小 时 到 85 小 时 ，tRNA2 ”的 相对 含 

量 始终 不 低 于 tRNA, 而 tRNA 和 的 变化 较 明 显 , 因此 , 可 能 tRNA 与 丝 心 蛋 白 的 

合成 关系 较 大 。 

3. tRNASY 同 功 受 体 相对 含量 变化 

用 方法 4 制备 的 RNAS 以 “pCp 标记 , 经 双向 凝 胶 电 泳 分 离 ， 主要 可 分 为 三 个 点 
(UL 3).M 5 fd 24 小 时 到 85 小 时 ,三 个 同 功 受 体 相 对 含量 的 变化 都 不 明显 (有 见 表 1, 图 
5)o 

Chen (1974) HRM EUR 于 部 腺 体 RNAS 分 为 两 个 峰 。 在 5 龄 第 三 
天 , 峰 开 与 峰 I 之 比 为 0.4, 而 到 第 五 天 两 者 之 比 为 0.62。 另 外 ,从 5 龄 乔 体 生长 期 V( 相 
应 于 1 一 2 天 ) 到 丝 心 蛋白 合成 期 V (相应 于 7 一 8 R), REKA RNAS” 同 功 受 体 酰 化 
程度 有 所 变化 。 Delaney 和 Siddiqui (1975) 用 BD-F#AR EMD RAW RNAS” 
可 分 为 三 个 峰 ( 分 别 为 A、B、C), 在 Vs 时 ,这 三 个 峰 的 酰 化 程度 都 很 高 (80% 以 上 ), ime 
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图 2 ERREARI RNAS 同 功 受 体 A3 BRB AMA RNAS!’ 同 功 
《5 龄 24 小 时 ) 双 向 凝 胶 电 泳 图 谱 受 体 (5 龄 24 小 时 ) 双向 凝 胶 电泳 图 谱 
1 一 4 分 别 为 四 个 RNAS 同 功 受 体 。 第 工 向 1 一 3 分 别 为 三 个 tRNASY 同 功 受 体 ， 第 
为 10% 的 胶 ， 第 I 向 为 2092 的 胶 。 电泳 条 IAA 10% BOR as Il A 20% 的 胶 ， 
件 见 正文 。 Ha ok Ae AE LIE Xo 
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五 龄 期 时 间 ( 小 时 》 "LAST IE] ED) 
Al4 ERRAR RNA 同 功 受 体 5 BRE RMA tRNASY 同 功 受 
相对 含量 变化 体 相对 含量 变化 
O—O% tRNAASls @---@ 为 tRNA4A!s 人 一 一 A 为 IRNA8D @ 一 @ 为 tRNAS! 
人 A----A 为 tRNAS* 全 一 全 为 tRNA} (Q----0 % tRNAPD 


Vit, EC RA 60% Bit WEB 88% Bett. EREDURA RNAS 同 功 受 体 相 对 含 
量变 化 不 大 :可 能 这 些 同 功 受 体 比较 均等 地 参与 丝 心 蛋 白 的 合成 。 

A. 对 照 组 tRNA 

对 照 组 tRNA (ABE 4 中 未 用 氮 基 酸 保护 的 (RNA) 经 过 磷酸 氧化 去 除 3 Wea Pe 
Fé ERAR Ek RB’ pCp 标记 的 点 LE 全 ,说 明 这 方法 专 一 性 强 , 适 
宜 于 在 混合 的 RNA 中 选择 性 地 标记 某 种 tRNA 同 功 受 体 。 

FER, RNA 一 级 结构 的 测定 发 展 较 快 ,使 用 较 多 的 为 凝 胶 直 读 法 , 这 些 方法 首先 
将 已 纯化 的 样品 用 同位 素 标记 5’ 端 或 3 只, 然后 用 各 种 专 一 性 的 核酸 酶 降解 , 或 用 专 一 
性 化 学 法 裂解 标记 产物 ， 经 电泳 分 离 后 可 直接 在 凝 胶 板 上 读 出 待 测 样品 的 核 痕 酶 排列 顺 


1 期 张 伊 平 等 : 草 麻 牌 后 部 丝 腺 体 丙 氮 酸 -tRNA 和 甘氨酸 -tRNA 同 功 受 体 相对 含量 的 变化 13 
































图 6 万 麻 释 后 部 丝 腺 体 CRNA‘ 
和 tRNASWY 的 10% 凝 胶 电 泳 图 谱 
0 .为 原点 ， 1. 为 tRNAAla， 
2. 为 对 照 组 tRNA，3. 为 tRNASIY 
X. <. 为 二 甲苯 蓝 , 电 泳 条 件 见 正文 。 


序 。 本 实验 中 所 得 到 的 正好 为 sp 标记 3' 端的 一 组 tRNA 同 功 受 休 样 品 ， 因 此 不 需要 进 
-- 步 纯化 , 即 可 直接 用 凝 胶 直 读 法 测定 各 个 同 功 受 体 的 一 级 结构 ,这 就 为 研究 同 功 受 体 结 
构 与 功能 的 关系 提供 了 很 大 方便 。 
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CHANGES OF ISOACCEPTING tRNA*AAND tRNAS CONTENTS 
IN THE POSTERIOR SILKGLAND OF THE ERI-SILK WORM 
PHILOSA MIA CYNTHIA RICINI DURING 
THE FIFTH LARVAL INSTAR 


ZHANG YI-PING Qı GUO-RONG 


(Shanghai Institute of Biochemistry, Academia Sinica) 


The amounts of isoaccepting tRNA* and tRNA®! in the posterior silkgland of 
the Eri-silkworm Philosamia cynthia ricini were analysed by selective “*P-labeling of indivi- 
dual species in total tRNA population. There were no evident differences in the numbers 
and electrophoretic behavior of iso-tRNA4A and isotRNA‘'’ species from 24 hours to 
85 hours during the fifth larval instar. tRNAA was mainly divided into four species and 
tRNA@ three after two-dimensional polyacrylamide electrophoresis. The amounts of iso- 
tRNA4® changed, tRNA increasing 10% and tRNA:4" decreasing 1196. There 
were no remarkable changes in the amounts of iso-t-RNA®, 

Key words Philosamia cynthisricini—silkgland—- tRNA*“— tRNA ©” 


